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(57) Abstract 

The invention relates to a method for determining a plurality of analytes in a sample which comprises the following steps: (a) 
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emetteurs de signaux au moins pour une espece de microparticules individuelles sur le support. L'invention concerne aussi un 
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Verfahren und MeSeinrichtung zur Bestimmung einer Vielzahl von Analyten 
in einer Probe 

Beschrelbung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine MeReinrichtung zur 
Bestimmung einer Vielzahl von Analyten in einer Probe, Gegenstand der 
Erfindung sind ferner ein Kit und ein MeSsubstanztrager zur Verwendung bei 
der Durchfuhrung des Verfahrens. 

1 Anwendungsgebiet 

1.1 Hintergrund 

Fur die Grundlagenforschung in den Biowissenschaften und fur die 
medizinische Diagnostik sowie einige andere Diszipllnen ist die 
prazise Detektion biologisch relevanter IVloiekule in deflniertem 
Untersuchungsmaterial von herausragender Bedeutung. Jeder 
Organismus ist letztlich aus verschiedenen blologischen 
Makromolekulen, haufig Polymere wie Nukleinsauren und Proteine, 
und davon abgeleiteten Substanzen sowi^e den Produkten spezieiler 
enzymatischer Syntheseleistungen aufgebaut. Dabei liegt die 
genetische information in Form einer enormen Vielfalt von 
unterschiedlichen Nukleinsauresequenzen vor, der DNA. Die 
Realisation dieser Information fuhrt uber die Herstellung von 
Abschriften der DNA in RNA meist zur Synthese von Proteinen, die 
ihrerseits haufig an biochemischen Reaktionen beteiligt sind. 
Sekundar warden dadurch zahlreiche organische, teils 
niedermolekulare, Verbindungen auf- und abgebaut. 
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Somit ergibt sich eine enorme Vielfalt von Substanzen im Korper. 
Hinzu kommen dardber hinaus noch andere Molekule, die dem Korper 
von auGen zugefiihrt werden, wie etwa Pharmaka oder drugs of 
10 abuse'. 

B 

Fur die Beschreibung des gesunden wie auch des kranken Zustandes 
eines Organismus ist die Kenntnis uber Vorkommen, Menge und 
Umsatz zumindest der wichtigeren dieser Molekule auBerordentlich 
nutzlich. Mit der Zunahme dieser Kenntnis steigen Verstandnis der 
10 Zusamnnenhange und Nutzen exponentieli an. In der Medizin konnte 

20 in stark zunehmendem Masse durch die in vitro-Diagnostik (IVD) ein 

Instrumentarium zur Bestimmung wichtiger Patientenparameter 
entwickelt und dem behandelnden Arzt zur Verfugung gestellt 
2^ werden. Fur viele Erkrankungen ware eine Diagnose zu elnem 

15 ausreichend fruhen Zeitpunkt ohne dieses Instrunnentarium nicht 

moglich (z.B. Infektionskrankheiten wie HIV, HBV o.a.). Das gleiche 
gilt fur eine krankheitsbegleitende Kontroile spezifischer Parameter 
30 (z.B. Blutzuckerspiegei bei Diabetes). In enger Verzahnung von 

Grundlagenforschung und klinischer Forschung konnten in der 
20 Biomedizin die molekularen Ursachen und (pathologlschen) 

Zusammenhange einiger Krankheitsbilder bis auf die Ebene der 
genetischen Information aufgeklart werden. Diese Entwicklung steht 
allerdings noch am Anfang, und gerade fur die Umsetzung in 
Therapiestrategien bedarf es stark intensivierter Anstrengungen. 



35 
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1,2 Bedarf 



In der kiinischen Diagnostik sind IVD-Verfahren ein unverzichtbares 
Hitfsmittel geworden. Dabei wird zunehmend versucht, die Zahl der 
30 bestimmbaren Parameter zu erhohen. Neue Technologien fuhren zur 

sog. Muliplex-Analyse, bei der versucht wird, die Analyse einer 
Mehrzahl oder Vieizahl von Analyten in einem Verfahren zu 
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integrieren. Dabei wird gleichzeitig versucht, die Vorrichtungen zu 
verkleinern oder zu miniaturisieren. Die meisten IVD-Verfahren 
erfassen nur wenige Parameter, d.h. deutlich unter 100, in einem 
Durchlauf. Die glelchzeitige Detektion von Nukleinsauren, um z.B., 
eine genetische Pradisposition zu erkennen, und anderen Faktoren, 
2.B.: Auto-Antikorper im Ralimen einer Autoimmunerkrankung wie 
Rheuma, findet bisher nicht statt. Die Nukleinsaurediagnostik, die z.B. 
Infektlonen mit HIV nachweisen kann, setzte bisher auf 
molekularbiologische Verfahren wie die Polymerase Chain Reaction 
(PGR) Oder Sequenzierung, die entweder nur begrenzte Informationen 
liefern Oder sehr aufwendig und damit teuer sind. Fur die Erhebung 
groGer Datenmengen in breiter Anwendung sind sie daher schon aus 
Kostengrunden teilweise ungeeignet, Ein neuer und viel beachteter 
Ansatz ist die Nukleinsaureanalyse durch Hybridisierung an 
immobilisierte Oligonukleotide (Oligos) auf einem festen Untergrund, 
z.B. einer Silizium-Matrix. Bel solchen sogenannten DNA-Chips wird 
dutch die Bindung komplementarer Strange an die immobilisierten 
Oligos ein Signal generiert, wobei eine extrem dichte und 
miniaturisierte Anordnung der Oligos auf dem Chip, z.B. durch 
photolithographische Synthese, erreicht und damit die Anzahl der 
Messpunkte pro Versuch sehr stark erhoht wird. Die Erstellung 
solcher DNA-Chips ist allerdings sehr aufwendig und teuer; auf^rdem 
ist die Lange der Oligos beschrankt. Jeder zusatztiche Baustein 
erfordert umfangreiche Synthese- und Waschschritte. Der Einsatz 
solcher Bio-Chips Ist zur Zeit auf die Nukleinsaureanalytik beschrankt. 
Die Analyse der physiologischen Zusammenhange nur auf Basis der 
Gene, d.h. Nukleinsauren, ist nicht mdglich. Die sogenannte 
funktionelle Genomik versucht, aufbauend auf der Genanalyse z.B. 
mit Biochips, das Zusammenspiel vieler Gene zu entschlussein 
(funktionelle Genomik). Die Analyse der Genprodukte (meist Proteine) 
und ihr Zusammenwirken als ganzes erfolgt unter dem Oberbegriff 
Proteomik. Hier gibt es allerdings im Gegensatz zur Nukleinsaure- 
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analytik noch kaum Ansatze fur hochintegrierte Formate wie die 
DNA-Chips, die Arbeiten werden mit weniger integrierten und meist 
seriell funktionierenden Verfahren durchgefuhrt. Dennoch wird bereits 
10 auf dieser Basis fiir die Diagnose und Therapie von Krankheiten sehr 

5 wertvolles Wissen geschaffen. Fur diese zukunftigen Arbeiten sind 

neuemethodischeundapparativeVoraussetzungennotwendig.lnder 
biologischen und biomedizinischen Grundlagenforschung herrscht bis 

15 

heute allgennein ein hohes MaR an manuellen Arbeitsschritten vor, 
gerade auch in der Analyse von Genprodukten und ihrer Bedeutung 
10 im Kontext von Zelle und Organismus. Damit sind zum einen 

20 Schwankungen z.B. in der Durchfuhrung von Experimenten und 

Assays verbunden, aber auch entsprechende Personalkosten pro 
erzeugter Information und meist ein hoher Zeitaufwand. 



25 



15 Insgesamt ergibt sicii das folgende Bitd: 



Um die Versprechungen der modernen Biomedizin fur die 
30 Patientenversorgung einzulosen, mul^ eine hochparallele 

Multiplex-Analyse von 10^ bis 10® Parameter ermogllcht werden, 
20 idealerweise die gemeinsame Detektion sehr verschiedener Analyten 

wie Proteine, Hormone Oder Nukieinsauren, ohne damit 

35 

unverhaltnismafSig hohe Kosten zu verursachen. Eine solche 
Technologie ist in dieser Patentanmeldung beschrieben. 

^0 25 1.3 Anwendungsfelder der Erfindung 

tn vitro Diagnostik und klinische Diagnostik 

45 

Zusammenf uhren einer Vielzahl von Parametern zur akuten Diagnose 
30 und zur Routineuntersuchung (praventive Medizin); daraus wird sich 

wertvolles, statistisch auszuwertendes Wissen zur (extrem) fruhen 
50 Diagnostik verschiedenster Krankheitsbiider ableiten; die erzeugte 
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Datenmenge ist erst durch die Entwicklungen in der 
Informationstechnotogte auswertbar geworden. 

DNA und RNA Diagnostik 

- Infektionskrankheiten (HIV, HBV etc.), 

- Tumorfruherkennung, 

- Tumorklassifizierung (Typ und Status), 

- Genkrankheiten, 

- Onkologie 

Biologische Grundlagenforschung, insbesondere Genomik und 
Proteomik 

Erfassung von sehr vielen Messpunkten im untersuchten System, z.B. 
alle exprimierten Gene Oder alle in ein Kulturmedium abgegebenen 
Proteine und Wachstumsfaktoren; daraus wird sich ein enormer 
Erkenntnisgewinn in der biologischen Grundlagenforschung 
(Entwicklungsbiologie, Stammzellkultur, Tissue engineering, 
Transplantationsmedizin, Regeneration) ableiten, der auch zu 
wichtigen Durchbruchen in der Biomedizin und zu entsprechenden 
Anwendungen fuhren wird. 

Forensik 

Sowohl genetische als auch immunologischen Parameter werden fur 
die Spurenanalyse verwendet. 
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Durch diese Erfindung sotlte das rasche, kosteneffektive Analysieren 
von Lebensmittein z.B. auf das Vorhandensein bestimmter Gene oder 
Proteine hin moglich werden. 

Screening von medizinischen Produkten 

Die Herstellung z.B. von Blutpraparaten ist immer noch mit einem 
hohen Aufwand fur die Sicherheitsvorkehrungen zur Relnheit 
verbunden. Ein zeit- und kosteneffektives Screening solcher Proben 
wird mit dieser Erfindung moglich werden. 

2. Stand der Technik 

Bei BioChips handelt es sich um miniaturisierte hybride 
Funktionselemente mit biologischen und technischen Komponenten, 
z.B. an der Oberflache immobilisierte Biomaterialien, die als 
spezifische Interaktionspartner dienen konnen (z.B. Antikorper, 
DNA-Oligonukleotide) und eine Siiizium-Matrix. Meist sind diese 
Funktionselemente in Reihen und Spalten angeordnet, man spricht 
dann von BioChip Arrays. Da tausende von biochemischen 
Funkionselementen auf dem BioChip angeordnet sein konnen, 
mussen diese mit mikrotechnischen Methoden hergestelit werden. 

Bisher bekannte BioChips lessen sich nach folgenden Kriterien 
klasslfizieren: 

Nachweisprinzip: 



Chromatographische Verfahren 
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Interaktion von Analyten mit fester Phase, meist immobiiisierter 
Interaktionspartner (z.B, Hybridisierung von Nukleinsauren an 
DN A-OIigonukleotide) . 
Detektionsverfahren (optisch, elektrisch). 

Markerbasiert (z.B. Absorption, Fluoreszenz oder Lumineszenz) oder 
markerfreie Nachweisverfahren (Lichterzeugung zum 
Rea ktionsnach weis) . 

Zuordnung des Analyten zu seinem Trager (FestphaseJ 
(ARRAY mit mehr als einem immobilisierten Interaktionspartner pro 
Trager oder SINGLE mit nur einem immobilisierten Interaktionspartner 
pro Trager). 

Herstellungsverfahren (z.B. Oligonukleotide direkt auf dem BioChip 
lichtaktiviert synthetisieren, fertig synthetisierte Oligonukleotide 
spotten. Beads oder Tubes beschichten). 

Tragerarten (Glas-Chips, Kunststoff-Chip5, Mikrotiterplatten, Tubes 
Oder Beads). 

Prasentation zur Detektion (seriell, parallel). 

Optische Detektion (seriell im Scanner oder parrallel mit einer 
CCD-Kamera). 

Im Umfeld von Biochips ist die Bereitstellung von Polymersonden in 
Form von Oligonukleotlden auf der Oberflache eines planaren Tragers 
mittels photolithographischer Techniken z.B. aus US-Patent 
5,744,305 bekannt. Hierbei kann ein besonders hoher Grad der 
Miniaturisierung mit tausenden von Sonden pro Quadratzentimenter 
erreicht werden, wobei die Sonden in einem Array angeordnet sind. 



- O - 

Mehrfach sind Verfahren beschrieben, bei denen unterschiedliche 
Rezeptoren bzw. Sonden, die in ernem Fluid vorliegen; in Form kleiner 
bis sehr kleiner Tropfen auf feste Trager aufgebracht und dort ggf . 
immobilisiert warden. Technische Losungen fur diese Art des 
Herstellens eines Tragers stammen zum Tell aus der Tintenstahl- 
Drucktechnik, Verfahren dieser Art sind durch die Handhabung der 
fertigen Sonden im Fluid, die in einzelnen VorratsgefaBen aufbewahrt 
werden und in der Zahl der unterschiedlichen Rezeptoren auf einem 
Trager limitiert. Derzelt bekannte Anwendungen erreichen bei sehr 
aufwendigen Ausfuhrungsformen maximal 10.000 unterschiedliche 
Sonden pro Trager. 



Bei Verfahren mit Mikropartikeln ist die Verwendung solcher Partikel 
im Zusammenhang mit einer ZellzShlmaschine (Fluorescent activated 
cell sorting FACS) beschrieben worden. AuRerdem konnen sehr klelne 
Partikel in einem Verfahren, das sich auf FIuoreszenz-Markierung der 
Mikropartikei stutzt, durch Verwendung angeatzter Glasfaser- 
Mikrowells im Rucklicht untersucht werden, worauf ein 
Analytbestimmungsverfahren aufgebaut wird. 



Das US-Patent 4,767,205 beschreibt ein Verfahren zur codierten 
Identifizierung eines ausgewahlten Gegenstands, wobei gleichformige 
Mikropartikei mit einer GroRe von 2 bis 20 //m bezuglich einer 
bestimmten Kombination von Grofle, Form und Farbe codiert werden, 
und in den zu identifizierenden Gegenstand eingefCihrt werden. Das 
Patent enthalt keinerlei Hinweis auf ein Verfahren zur Bestimmung 
von Analyten. 



DE OS 36 288 beschreibt ein immunologisches Testverfahren, bei 
dem ein Reaktionsgefafi verwendet wird, an dessen Oberflache 
mehrere Analyt-spezifische Antikorper immobilisiert sind. Nach 
Immobilisierung des in der Probe vorhandenen Analyten werden 
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Markierungspartikel, die ebenfalls analytspezifische Antikorper tragen, 
zugegeben, urn die immobilisierten analyten auf diese Weise zu 
bestimmen. Ein Hinweis auf die Verwnedung von Mikropartikein als 
partikulare Festphase findet sich in diesem Dokument nicht. 

WO 98/00292 beschreibt ein Verfahren zum Nachweis eines 
Antigens in einer Probe, wobei eine gefarbte Festphase 
beispielsweise eine Mikrotiterplatte verwendet wird. Es findet sich 
keinerlei Hinweis auf partikulare Festphasen. 

Das US-Patent 4,494,830 beschreibt ein Verfahren zum 
immunoiogischen Nachweis von Analyten in biologischen 
Flussigkeiten unter Verwendung von unterschiedlich gefarbten 
Teststaben, Es findet sich keinerlei Hinweis auf die Verwendung von 
Mikropartikein. 

Gegenstand der Erfindung und damit geloste Aufgabe 

Die Erfindung stellt eine wichtige Alternative zu anderen parallelen 
Verfahren und Muitiplex-Formaten dar, wie sie z.B. durch Biochips 
Oder "coated tubes" reprasentiert werden, 

Gegenstand der Erfindung gemali Anspruch 1 ist ein Verfahren zur 
Bestimmung einer Vielzahl von Analyten in einer Probe umfassend die 
Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der Probe nnit 

(i| einer Vielzahl von Spezies von Mikropartikein, wobei 
jede Spezies zum Nachweis von bestimmten Analyten geeignet 
ist und eine bestimmte, von anderen Spezies optisch unter- 
scheidbare Codierung aufweist, und 
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(ii) einer Vielzahl von loslichen analytspezifischen Nach- 
weisreagenzien, die eine signalgebende Gruppe tragen oder mit 
einer signalgebenden Gruppe bindefahig sind, 

(b) anschliefiendes Aufbringen der Mikropartikel auf einen Trager 
und mindestens 

(c) Bestimmen der Analyten durch optisches Erfassen der Codie- 
rung und der Menge, des Vorhandenseins oder/und der Ab- 
wesenheit der signalgebenden Gruppen auf mindestens einer 
Spezies von individuellen Mikropartikeln auf dem Trager. 

Bevorzugte Weiterbildungen des Verfahrens sind in den Anspruchen 
2 - 27 angegeben. 

Das Verfahren nach der Erfindung ist insbesondere verwendbar fur 
die Diagnostik klinischer Parameter, z.B. fur die Nukleinsaure- 
Diagnostik, fiir die biologische Grundlagenforschung, fur die 
Forsensik, fur die Lebensmittelanalytik und fur das Screening von 
medizinischen Produkten. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Kit gemaft Anspruch 29, 
insbesondere zur Durchfuhrung^s Verfahrens nach einem der 
Anspruche 1 - 27. Das Kit umfaSt 

(a) eine Vielzahl von Spezies von Mikropartikeln in freier Form, 
wobei jede Spezies zum Nachweis von bestimmten Analyten 
geeignet ist und eine bestimmte, von anderen Spezies optisch 
unterscheidbare Codierung aufweist, 

(b) eine Vielzahl von loslichen analytspezifischen IMachweis- 
reagenzien und 

(c) einen Trager. 

Gegenstand ist ferner eine MeSeinrichtung nach Anspruch 30 zur 
Bestimmung einer Vielzahl von Analyten in einer Probe insbesondere 
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nach dem Verfahren gemSIS der Erfindung. Die Melieinrichtung 
umfaflt einen elektronischen Bilderfassungssensor zur unvergroBert- 
bildweisen Detektion des optischen Verhaltens eines Ensembles von 
mit der Probe in Kontakt gebrachten, auf einen Trager aufgebrachten 
Mikropartikein, Mittel zur Anregung der Signalabgabe signalgebender 
Gruppen an Mikropartikein in dem Ensemble von Mikropartikein auf 
dem Trager, eine Bilddaten des elektronischen Bilderfassungssensors 
auswertende Datenverarbeitungseinrichtung zur Bereitstellung von 
Informationen Qber das Vorhandensein bestimmter Analyten in der 
Probe auf der Basis des detektierten optischen Verhaltens des 
Ensembles von Mikropartikein. 

Bei dem elektronischen Bilderfassungssensor handelt es sich 
vorzugsweise um einen farbtuchtigen CCD-Bildaufnehmer. Der 
Bildaufnehmer kann unmittelbar mit dem Trager in Verbindung 
gebracht werden, so daB umstandliche optische Bildubertragungs- 
linsen, Lichtleiter und optische VergroBerungselemente entfallen 
konnen. 

Bevorzugte Weiterbildungen der in Anspruch 30 angegebenen 
MeBeinrichtung nach der Erfindung sind in den Anspruchen 31 - 38 
angegeben. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Trager fur die Durchfuhrung 
des Verfahrens nach der Erfindung, wobei der Trager einen 
Hohlraum, Insbesondere einem f lachig ausgedehnten Kapillarspalt zur 
Aufnahme des Ensembles von Mikropartikein zwischen zwei mit ihren 
FlachseiteneinandergegenuberliegendenPlattenaufweist, vondenen 
wenigstens eine transparent ist. 

Der Abstand zwischen den beiden Platten ist so gewahit, daB in den 
Hohlraum jeweils nur eine Schicht von nebeneinander liegenden 
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Mikropartikein paUt. Gegebenenfalls kann der Abstand 2wischen den 
Platten wahlweise einstellbar sein. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Trager zur Durchfiihrung des 
Verfahrens nach der Erfindung, wobei der Trager eine Vielzahl 

.nsbesondereparallelzueinanderveriaufenderKapillarkanaleaufweist 
und zumindest im Bereich der Kapiliarkanale optisch transparent ist. 
Der letztgenannte Trager ermoglicht auf einfaohe Weise die 
bewegliche Presentation der IVIikropartikel wahrend der optischen 
Detektion. 



Mit dem hier als "Fraktai SMART Chip - FSC" bezeichneten TrSger 
konnen Tausende unterschiedlioher Assays (iVlessungen) in einem 
Mefivorgang durchgefiihrt werden. Das Prinzip des fraktalen BioChips 

beruhtaufeinerdoppeltenCodierungderalslmmobiiisierungspartner 
dienenden Festphase aus IVIikropartikeIn (Beads). An diese codierten 
Beads (2.B. farbcodierte Glas- oder Polymerbeads) werden 
FIngermoiekOle (z.B. Oligonukleotide) immobiiisiert, woduroh die 
"intelligenten, individuellen" SMART Beads entstehen. Durch die 
Kodierung der SMART Beads sind die Fangermoiekule auf der 
Oberflache der SMART Beads jederzeit lokalisierbar und 
.dentifizierbar. 2um anderen kann z.B. auch der in der Probe gesuchte 
Z-elanalyt (z.B. ein DNA-Analyt) kodiert werden (z.B. mit 
Fluoreszenzlabel). Im Analysesystem legem sich dann die jeweils 
passenden ZielanalytmolekOle an die Fangermoiekule auf der SMART 
Beadoberflache an. Diese Aniagerung geschieht vorzugsweise in 
emem dreidimensionalen GefSS unter entsprechend gunstigen 
stromungstechnischen Mischungsbedingungen. 

Zur Detektion und Auswertung der jeweiligen MolekOlanlagerungen 
werden die SMART Beads auf einen Trager gebracht. der 
vorzugsweise eine planare Anordnung ausbildet. Die SMART Beads 
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mussen dabei nicht in ein testes Gitter oder geometrisches Raster 
eingebracht werden. Auf Grund der planaren Ausrichtung der SMART 
Beads und der optischen, doppelten Kodierung kann die Detektion 
aller SMART Beads parallel mit Hilfe von CCD-Techniken erf olgen und 
zwar sowohl im ruhenden wie auch im bewegten Zustand der 
SMART Beads. 
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Bei der Detektion kann auf optisch abbiidende Linsensysteme 
verzichtet werden, wenn parallel gerichtetes Licht eingesetzt wird 
und die GroBe der SMARTS so gewahit wird, dafS sie eine 
20 ausreichende Anzahl Plxelelemente des Farb-CCD-Chips uberdecken. 

Durch diese direkte Nutzung (keine Optik) hochparaller CCD-Matrix 
Chips mit einer groRen Anzahl (derzeit 8 Mio. Farbpixel pro 1 cm') an 
Pixein (optischen Melipunkten bzw. Sensoren) ist es moglich eine 
Vielzahl von SMART Beads anhand ihrer spezifischen Farbkodierung 
{spektrale Identitat) zu detektieren. Aufwendige Bewegungsein- 
richtungen fur den Trager (Chip) oder die Detektionseinheit, wie sie 
30 In scannern notwendig sind, entfallen vollig. Die vorgegebenen 

Abmessungen der CCD-Chips (mehrere cm^) ermoglichen die 
20 ' Verwendung einer sehr groBen Zahl an SMART Beads (mehrere 
1 00.000) mit einer moderaten PartikeigroBe (mehrere 1 0//m), welche 
auch eine spektrale Identifikation nach dem Absorptionsprinzip 
zulaQt. Dadurch konnen wesentlich mehr Identitaten (Farben) 
fehierfrei identifiziert werden, als dies bei einer 
40 25 Fluoreszenzfarbgebung (trotzdem auch anwendbar) moglich ware. 

Derzeit konnen CCD-Chips ca. 16. Mio. Farben erkennen. Die 
maximale Anzahl unterschiedlicher spektraler Identitaten, welche 
noch fehierfrei detektiert werden konnen, ist durch die notwendige 
spektrale Abstufung fur die optische Messung sowie die Moglichkeit 
der reproduzierbaren Farbgebung der SMART Beads im 
Produktionsprozess gegeben. 
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Die Identifikation umfafit sowohl die Bestimmung der SMART Bead 
Klasse (Farbe), als auch der exakten Lage. Dies wird durch die 
Vielzahl an CCD-PixeIn, welche pro SMART Bead zur Detektion zur 
Verfiigung stehen, ermogiicht. DieseVielzainlan MeUwerten bildetdie 
Basis welche ein umfangreiches, mathematisches Multiplexen, bei der 
Identifikation des einzelnen SMART Beads, im zweidimensionalen 
Array eriaubt. Das Bearbeiten der anfallenden Datenmengen ist, 
durch die Entwicklung der Leistungsfahigkeit bei gleichzeitigem 
Preisverfall von modernen Rechnersystemen, problemlos moglich. 

Die Detektion der Nachweisreaktion kann sowohi qualitative als auch 
quantitative Aussagen machen: 

• Welche Fangermolekule bzw. Polymersonden (Auswertung uber 
Beadfarbe oder ggf. charakteristische Formkontur) haben 
Aniagerungspartner gefunden {Auswertung der fluoreszenzmarkierten 
Labels an den iokaiisierten Beads). 

» Wieviele Fangermolekule einer Klasse haben einen 
Hybridisierungspartner gefunden. 

Die - relativ zu anderen Bead-Verfahren - groGen SMART Beads 
eriauben sowohl bei der Produktion (Erzeugung und biochemische 
Beschichtung) als auch im Analysesystem einschliefilich 
Detektionseinheit eine einfache fluidische Handhabung, welche bis 
auf die Handhabung eines einzelnen Mikropartikels optimiert werden 
kann. Das Gleiche gilt auch fur die Detektion. Auch hier ist besonders 
fur Anwendungen in der DNA-Analytik eine Identifikation des 
einzelnen SMART Beads moglich. 

Die Effindung deckt somit folgende Anforderungen in der klinischen 
Diagnostik; 
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Farb- oder Efektromagnetische- Kodierungen weisen dagegen eine 
Vielzahl an Abstufungen auf, was die Identifikation von sehr vielen 
SMART Beads ermogllcht. Die Idee der vorliegenden Erfindung beruht 
auf der Nutzung einer Farbkodierung, also einer spektralen Identltat 
5 der SMART Beads in Kombination mit der standig wachsenden 

Leistungsfahigkeit von CCD-Matrix Chips zur optischen Detektion. 
15 f^'^se Chips konnen derzeit ca. 70 Millionen Farben identifizieren. 
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4.2 Analytbestimmung - Grundprinzip 
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AIs allgemeines Prinzip zur Analytbestimmung soil die Bindung des 
Analyten an seinen spezifischen immobilisierten Interaktionspartner 
auf der Oberflache eines definierten SMART Beads genutzt werden. 

25 

15 Dabei soil die Spezifitat dieser Interaktion die seiektive Bindung des 

Analyten nur an den dafur entsprechend bestuckten, d.h. den 
immobilisierten Interaktionspartner tragenden, SMART Beads 
ermoglichen, und damitdiemolekulare Erkennung und anschlieSende 
Detektion des Analyten in einem heterogenen Gemisch, Alle durch 
20 ihre gleichen spektralen Eigenschaften (Farbe) als Klasse definierten 

35 SMART Beads erhalten jewells die gleiche Bestuckung mit einem 

immobilisierten Interaktionspartner,^ wobei die Bindung des 
Interaktionspartners vorzugsweise kovalent, aberauch nichtkovaient 
uber adsorptive oder spezifische hochaffine Wechselwirkungen (z.B, 
25 Biotin/Avidin bzw. Streptavidin oder Hapten/Anti-Apten-Antikorper) 

erfolgen kann. Somit fuhrt die Anwesenheit des Analyten im 
Untersuchungsmaterial zu Bindung und damit Signalerzeugung nur 
45 auf dieser spektral identifizierbaren Klasse an SMART Beads. Dieses 

Signal dient bei Kenntnis der jeweiligen, klassen-spezifischen 
30 Bestuckung zur Identifikation des gebundenen Analyten und damit zu 

seiner Detektion im Untersuchungsmaterial. 
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Das Detektionsprinzip entspricht damit etablierten Verfahren z.B. bei 
der Entwicklung von ELISA Tests (enzyme linked immunosorbent 
assay). Die Beschichtung von Beads mit einem immobilisierten 
interaktionspartner ist "Stand der Kunst" (z.B. Avidin-Beschichtung 
von magnetischen Beads, Dynal; Antikorper-Beschichtung im ELISA- 
Format, Flowmetrix von Luminex). 



4.3 Vermischung der SMART Beads mit der Probe im Analysesystem 

Die spezifisch farb- und analytcodierten SMART Beads werden im 
Analysesystem mit der zu untersuchenden Probe vermischt. Diese 
Vorgange sind identisch mit denen anderer Bead-baslerter Verfahren 
mit einer "ortsungebundenen" Festphase (zum Beispiel Flowmetrix 
von Luminex). Das bedeutet ein fur eine spezlelle Anwendung 
zusammengestellter SaU von SMART Beads, zum Beispiel aus 
10.000 Mikropartikein zu je 100 SMART Beads einer von 100 
Klassen, wird mit der entsprechend vorbereiteten Probe in eInem 
GefalS zusammengebracht, inkubiert und unter geeigneten 
Bedingungen, z.B. geeigneten Hybridisierungsbedingungen, so lange 
gemischt, bis mit ausreichender Wahrscheinlichkeit davon 
ausgegangen werden kann, das jeder SMART Bead die Moglichkeit 
hatte, seinen Reaktanten zu finden. 



4.4 Presentation der SMART Beads zur Detektion 



Bei alien Verfahren und Techniken zur Prasentation der SMART Beads 
fur die Detektion ist das Ziel, eine moglichst schnelle und gleichzeitig 
sichere und somit effiziente Detektion zu erreichen, da nur die exakt 
vermessenen Ereignisse zum MelSergebnis beitragen. 

Die eine Moglichkeit urn einen hohen Durchsatz bei der Detektion zu 
erreichen, ist eine moglichst schnelle Prasentation der SMART Beads 
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am Detektor - zum Beispiel analog zum Flow Cytometer Prinzip, wo 
die Partikel mit hoher Geschwindigkelt durch eine Kapillare gepreUt 
und am Austritt "online" im "Partikelstrahl" vermessen werden. Die 
erfindungsgemaR bevorzugte Mogliclikeit 1st eine Parailelisierung der 
Detektion z.B. durch eine zweidimensionale Prasentation der SMART 
Beads am Detektor (SMART Bead Array). 

Natiirlich muB der verwendete Detektor in der Lage sein die SIgnale 
ausreichend schneil und parallel zu erfassen. Hierzu sollen 
vorzugsweise CCD-Chips direkt, das heilJt ohne Verwendung einer 
Optik eingesetzt werden. Dadurch sind die Abmessungen fur die 
Fiache, auf welcher die SMART Beads zur Detektion bereitgestellt 
werden sollen, vorgegeben. So haben derzeit hochauflosende 
Standardchips {keine Sonderanfertigungen) AuSenmasse von ca. 25 
X 37 mm. Will man auf dieser Fiache zum Beispiel ca. 200.000 
SMART Beads anordnen, so konnte jeder SMART Bead einen 
Durchmesser von 60 haben und jeder SMART Bead wurde 
trotzdem noch etwa 40 Farbpixel Qberdecken, was eine zuverlassige 
Detektion erstermoglicht. Bei dichtester Packung durch reihenweises 
Versetzen, waren sogar noch mehr SMART Beads unterzubringen 
bzw. die SMART Beads konnten noch groBer sein. Natiirlich ist eine 
Miniaturisierung und damit weitere Parailelisierung denkbar. AIs 
Verfahren zur planaren Ausbringung der SMART Beads auf einem 
Trager sind folgende Techniken moglich: zweidimensionaler kapillarer 
Spalt, parallele Kapillaren oder Rohren, Ausstreichen, Stempeln 
(analog Blutausstrich) oder Rollen oder Aufspotten. 

.5 Anregungslichtquelle 

Urn die SMART Beads in ihrer planaren Ausbringung erkennen zu 
konnen, ist eine Anregungslichtquelle notwendig, welche den 
Anforderungen des verwendeten Farbcodierungsverfahrens ebenso 
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genugt, wie dem gewahlten Nachweisverfahren fiir eine erfolgte 
Reaktion auf der Oberflache der SMART Beads. Ggf. sind fur die 
beiden Schritte auch zwei getrennte Lichtquellen vorzusehen, so zum 
Beispiel, wenn die Identitat der SMART Beads durch sine 
Absorptionsmessung und der Reaktionsnachweis durch ein 
Fluoreszenzsignal detektiert werden soil. Mogliche Lichtarten sind 
paraHeles, flachiges Licht (kontinuierlich oder als Blitz) oder lokale, 
ortliche Anregung zum Beispiei durch Lichtstriche oder Lichtpunkte. 

Diese Lichtarten konnen je nach Anforderungen monochromatisch 
(z.B. Laserlicht fiir Fluoreszenzanregung) oder heterogen {z.B. 
WeifSlicht fur Absorptionsmessung) sein. 



4,6 Identifikation der SMART Beads 



Die optische Erkennung der spektralen Identitat eines einzelnen 
SMART Beads im SMART Bead Array tiefert zwei Informationen: 

(1) Welcher SMART Bead Klasse fz.B. SMART Beads mit gleicher 
Farbe) gehort ein bestimmtes SMART Bead an, woraus der auf 
seiner Oberflache gebundene Analyt ermitteit werden kann 
(Identitat: "Wer bin ich und urn welchen auf meiner Oberflache 
gebundenen Analyten handelt es sich folglich"). 

(2) Wo genau im planaren SMART Bead Array befindet sich der 
jeweilige SMART Bead (Lage: "Wo bin ich"), 

Genutzt werden zur Detektion von SMART Beads vorzugsweise 
moderne, hochauflosende CCD-Kamera Chips. Diese ermoglichen 
sowohl eine sehr schnelle, als auch eine hoch paraliele Detektion der 
Lichtsignale. 
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Die zweite Information der Lageerkennung ist be! den 
Prasentationsverfahren ohne genau vorgegebene Lage fkapilfarer 
Spalt, Ausstrlch etc.) notwendig, urn das anschliefSende Signal des 
Nachweisverfahrens exakt einem SMART Bead zuordnen zu konnen. 
Bei den Verfahren mit einer vorgegebenen Lage (Spotten etc.) kann 
die Information fiir die Qualitatssicherung verwendet werden. 



4.7 



CCD-Detektion der spezifischen Nachweisreaktion (Analyt-Bindung) 
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WIe in 6.2.3 im einzelnen beschrleben soli die Bindung eines 
Analyten direkt oder indirekt zu einem nachweisbaren Signal, 
vorzugsweise einem Lichtsignal fuhren. Dies kann z.B. durch ein 
Anregungslicht (Fluoreszenz) oder durch Photonenemission 
25 (Lumineszenz) erfolgen. Die Schritte Detektion des Analyt-Signals 

and Erkennung der Bead-Kodierung konnen in beliebiger Reihenfolge 
erfolgen. 
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Das Lichtsignal wird auf dem CCD Chip detektiert, und zwar sowohl 
nach Wellenlange (Farbe) als auch nach Intensitat differenziert. Das 
aufgenommene Spektrum kann qualitativ oder quantitativ 
35 ausgewertet werden. Zudem mx die Unterscheidung von 

Wellenlangen und Intensitaten auch eine Unterscheidung von 
Signalquellen zu. 
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Entwickelte Verbesserungen und damit geschaffene Vorteile 
gegenuber vorhandenen Systemen 

Der erfindungsgemafSe fraktale Chip {FSC) verschiebt die Information 
uber die Ausstattung eines Messpunktes {z.B. eines DNA Oligos 
bestimmter Sequenz) von der lokalisierten Synthese oder 
Beschichtung (z.B, Photolithographie, Aufspotten) zur Kodlerung der 
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fraktalen Komponenten. Damit entsteht eine extrem flexible 
Anordnung mit einem enormen Potential fur die Multiplexanalyse. 

Daruber hinaus gelingt in diesem Format durch Trennung von 
Synthase der eigentlichen Sensoren (d.h. der SMART Beads) und der 
Inkubation mit dem Untersuchungsmaterial die Verbindung sehr 
unterschiedlicher Bereiche biochemischer Diagnostik. Konkretsoll die 
gieichzeitige Analyse von DNA, Proteinen und anderen 
interessierenden Parametern ermSglicht werden. 

Durch immer neue Kombinationen bewShrter SIVIART Klassen fur 
einen Untersuchungsansatz konnen die im Batch-Verfahren 
hergestellten SMART Beads fur eine Vielzahl von diagnostischen und 
analytischen Fragestellungen bereitgestellt werden. Daraus ergeben 
sich gerade fur die Produktion groSe Vorteile, was sich in den Kosten 
niederschl§gt. 

In diesem Ansatz wird u.a. durch moderate GrolJe der SMART Beads, 
durch die direkte Detektion und durch Nutzung der hochentwickelten 
CCD Technologie die Realisation von 10^ bis 10" unterscheidbaren 
SMART Bead Klassen in einem Messgang angestrebt. Dies bedeutet 
eine wesentliche Verbesserung des Standes der Technik, da z.B. bei 
fluoreszenzgestutzter Kodierung von Beads bereits ab 64 
unterscheidbaren Sorten groBe Probleme auftreten. Damit wird das 
erste Multiplexverfahren bereitgestellt, das an Dichte der Messpunkte 
mit den gerade entwickelten DNA-Arrays konkurrieren kann, ohne 
jedoch deren Beschrankung auf die DNA-Analyse und ohne die 
aufwendige und teure Gesamtchip- Synthase. Die Flexibilitat und 
anwenderorientierte Ausbaubarkeit der einzelnen Komponenten 
stellen wesentliche Vorteile der Erfindung dar. 
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5.1 Farbcodierte SMART Beads fur Absorptionsmessungen 

Ein Vorteil der parallelen und direkten Detektion der SMART Beads 
auf einer Flache, welche der GroBe eines CCD-Chips von derzeit ca. 
25 X 37 mm entspricht, liegt aus Sicht der Farbgebung in der 
moderaten Partikelgrosse. So sind SMART Beads mit ca. 60 j7m 
Durchmesser gut zu produzieren, farbkodieren, biochemisch zu 
labein, fluidisch zu handhaben und sie liefern ein starkes Lichtsignal 
sowohl bei der SMART Bead Identifikation, als auch beim 
anschtieBenden Reaktionsnachweis. 

Damit wird eine Absorptionsmessung als optisches MeBverfahren zur 
SMART Beads Identifikation uberhaupt erst moglich, wobei die 
Absorptionsmessung die folgenden Charakteristika aufweist: Es ist 
eine sehr grofSe Vielfalt an eindeutig meBbaren Farbvarianten 
(Abstufungen) erreichbar, was z.B. bei Fluoreszenzverfahren deutlich 
limitierter ist, und eine niedrigere optische Auflosbarkeit notwendig, 
d.h. die Partlkel kdnnen grol^r sein, als dies beispielsweise bei einer 
Fluoreszenzmessung notwendig ist. 

Diesen Charakteristika kommt die durch die GrolSe der CCD-Chips 
bedlngte relative GrolSe der SMART Beads entgegen. So kann mit den 
SMART Beads eine sehr grofSe Zahl an unterschiedlich farbcodierten 
Mikrotragern erzeugt werden, was besonders fur eine Anwendung 
des Systems FSC in der DNA-Analytik interessant ist. 

Das erreichbare Optimum an unterschiedlich farbigen SMART Beads 
beim FSC wird durch die folgenden Parameter bestimmt: Anzahl 
chemisch moglicher Farbgebungen zur eindeutigen Identifikation 
eines SMART Beads, minimal zulassige GroUe fur die fehlerfrele 
Identifikation (ausreichend starkes Lichtsignal) der SMART Beads, 
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und ausreichende Anzahl an CCD-Pixel pro SMART Bead zur 
fehlerfreien Identifikation. 

Das Potential des Systems und ggf. die weitere Miniaturisierung der 
SMART Beads wird mit der weiteren Miniaturisierung, bei 
gieichzeitiger Steigerung der Empfindlichkeit, der CCD Sensoren 
automatisch vorangetrieben. 

Die absolute Probenmenge liegt mit beispielsweise 3 ml fCir die 
Benetzung von ca. 200.000 Stuck der 60 //m SMART Beads in einem 
sehr vernunftigen Volumenbereich. Insbesondere ist es mSgiich, alle 
SMART Beads in die Messung einzubeziehen, also eine 100 % 
Messung ailer SMART Beads durchzufOhren, die fur eine 
Absorptionsmessung eine lichtdurchlassige Farbung des Materials der 
SMART Beads oder eine lichtdurchlassige Farbung der Oberf lache der 
SMART Beads aufweisen. 

Biochemische Verfahrensvorteile bei der Beschichtung der SMART 
Beads iiegen in den nachfolgend aufgefOhrten Aspekten: 

* Getrennte Synthese einzetner Spezies ermoglicht sehr 
unterschiedliche, Immobilislerte Interaktionspartner an die Beads zu 
koppeln. 

* Erstmals konnen DNA, PNA, Proteine etc. in einem Format vereinigt 
werden. 

* Fiir die DNA Analytik, speziell die Bestlmmung exprlmierter Gene, 
ist die potentielle Ankopplung ganzer cDNAs oder EST's (expressed 
sequence tag) ein groBer Vorteil gegenuber "klassischen" DNA Chips, 
da fur die eindeutlge Identifikation einer RNA oder DNA vie! weniger 
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5 

Messpunkte ausreichen, als dies mit Arrays kurzer Oligonukleotide 
der Fall ist {idealerweise nur ein Messpunkt), 

10 5.2 Analytspezifisches Labeling (Beschichten) derfarbigen SMART Beads 

5 

Vorteile bei der biochemischen Beschichtung der SMART Beads aus 
Sicht der Produktionstechnik liegen in der Moglichkeit des 
Multiplexing von Einsatzstoffen und Tragerpartikein und der und 
paralielisierbaren Produktion Im Hochdurchsatz- Batchverfahren, 
10 Dabei kdnnen alle Handhabungs- und Produktlonsschritte fluidisch 

20 unter Ausnutzung physikalisch vorteilhafter Stromungsvorgange 

durchgefuhrt werden. Weiterhin ist das Verfahren einfach und dannit 
automatisierbar (Reduzierter Arbeltsaufwand und damit billiger in der 
Produktion). 
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Beim biochemischen Beschichten der SMART Beads in der Produktion 
konnen die Ablauf e durch das flexible Multiplexing von Einsatzstoffen 
30 (z.B. G, A, C, T Oder langere Oligo-Sequenzen) oder der 

Waschflusslgkeiten sowie der SMART Bead Klassen (Mlkropartikel 
20 einer Farbe) einfach optimiert werden, D.h. as wird die effizienteste 

Kombination aus Parallelislerung der SMART Bead Bereitstellung, der 
Parallelisierung der Analyt-Bereitstellung und der frei wahlbaren 
Chargengrolie bei der Produktion im Batchverfahren hergestellt. 

40 25 5.3 Optimale Stromungs- und Handhabungsvorgange 

Aus den gunstigen stromungstechnischen Mischungsvorgangen 
resultiert eine sehr gute Benetzung der Oberflachen der SMART 
Beads mit den Bindungspartnern (Analyten) ebenso wie definierte 
30 Wasch- und Spulvorgange. Daraus ergibt sich ein deutilch geringerer 

Einsatzstoffverbrauch, insbesondere im Vergleich mit den 
50 stromungstechnisch sehr ungunstigen, flachigen Verfahren, wie sie 
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bei planaren DNA-Chips auf einem Trager verwendet werden. 
Dadurch wird insgesamt eine sehr gute Reproduzierbarkeit und 
Qualitatssicherung erreicht. 

Aufgrund der GroRe der SMART Beads wird die Handhabung eines 
einzelnen SMART Beads vereinfacht, was sowohl in der Produktion, 
wie auch in der Analyse den Vorteil qualitatlver Mischungs- und 
Trennungs- bzw. SortiervorgSnge belnlialtet. Bei sehr kleinen 
Partikein ist hingegen nur eine quantitative Handhabung moglich. Das 
bedeutet, es werden Fluidmengen mit einem statistisch ermittelbaren 
Anteil an Partikein einer Klasse separiert oder vernnischt. Die SMART 
Beads ermoglichen beide Verfahren mit ihren individuellen Vorteilen. 

Die Vorteile des erfindungsgemafien Systems gegeniiber BioChips, 
welche schon in der Produktion im zweidimensional dicht gepackten 
Arrays erzeugt werden, sind daher einerseits uberlegene 
StrSmungsvorgange, so daf^ weniger Probenmaterial benotigt und 
eine bessere Benetzung der Oberflachen der SMART Beads mit dem 
Probenmaterial erreicht wird. Dies ermoglich eine Detektion seitener 
Profaenbestandteile mit niedriger Konzentration in der Probe. 
Andererseits konnen durch einfache und automatisierbare 
Stromungsvorgange eine hohere Informationsausbeute und 
verlaUlichere Ergebnisse erreicht werden. 

5,4 ARRAY Anordnung und Detektion der SMART Beads 

Das Mefiprinzip der FSC-Technik nutzt das standig wachsende 
Potential der hochauflosenden Bilderfassungssensoren und 
insbesondere der CCD-Chips zur parallelen Detektion einer Vielzahl 
an SMART Beads. Diese soilen vorzugsweise moglichst dicht in 
einem zweidimensionalen Array am optischen CCD-Chip-Sensor zur 
Detektion bereitgestellt werden (PrSsentation am Detektor). 
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Bedingt durch die Nutzung eines CCD-Chips liegt der Fokus des 
Systems auf einer Parallelisierung der Detektion zur 
Durchsatzsteigerung. Gleichzeitig wird hiedurch nicht nur die 
MeSgeschwindigkeit erhoht, sondern auch die Melkiualitat aufgrund 
5 einer Vielzahl moglicher, paralleler Referenzmessungen. 

Somit wird ein mogllchst dicht gepackter planarer Array aus SMART 
Beads erzeugt, in dem die einzelnen SMART Beads vorzugsweise 
direkt nebeneinander iiegen, so daS sie mittels einer CCD-Kamera 
^0 gleichzeitig detektiert werden konnen. 

5.4.1 Identifikation von Kennung oder/und Lege der SMART Beads 
Identifikation der Kennung der SMART Beads: 
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Es kann im Rahmen der Erfindung vorgesehen sein, daB die 
MIkropartikel (SMART Beads) in vorbestimmter geometrischer 
Anordnung auf den Trager positioniert werden. 

In dieser Verfahrensvariante wird dena Array durch den 
Verfahrensschritt der Positionierung bzw. Prasentation eine 
geometrische Anordnung der Mikrobeads aufgepragt, wobei die 
Identifikation der Mikrobeads aufgrund ihrer Farbe nur fur die 
Unterscheidung der Mikrobead-Klassen genutzt wird, aber nicht fur 
die Bestimmung der Lage der Mikrobeads, da diese ja durch die 
Gitterstruktur bereits vorgegeben ist. 



Ein weiteres neues Verfahren, welches die SMART Beads bei der 
45 Prasentation fiir die anschlieliende Detektion bereits lagerichtig 

positionieren, ist das Spotten der SMART Beads auf einen Trager. 
Diese Vorgehensweise ist neuartig, da einzelne Mikropartikel 
gespottet werden und keine Flussigkeit. Denkbare Trager sind Glas- 
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Oder Kunststoffplatchen (Chips im eigentlichen Sinn), ein 
fortbewegtes Band, einer Folie auf dem TrSger etc. 

Alternativ kann ein kapillarer, zweidimensionaler, planarer Spalt (slehe 
Neubauer Kammer) verwendet warden, auf dessen Oberflachen ein 
hydrophobes Gitter aufgebracht ist welches den im Spalt verteilten 
SMART Beads eine genaue Lage im Spalt zuweist. 

Die im Vergleich mit der vorstehend erwahnten Verfahrensvariante 
mit vorbestimmter lagerichtiger Anordnung der SMART Beads 
wesentlich elegantere Methode nach der Erfindung ist eine nicht 
definierte, freie und immer wieder neue, sprich fraktale Anordnung 
der SMART Beads in einem zweidimensionaien Array, dem "Fraktal 
SMART Chip - FSC". Hier wird die hohe Auflosung der CCD-Chips 
(Stand der Forschung Mai 1998: 81 Mio. Farbpixel) auch zur 
Lagedetektion genutzt. Die Presentation der Beads kann dabei durch 
etnen kapillaren, zweidimensionalen, planaren Spalt (siehe Neubauer 
Kammer), parallele Kapillaren (Zwangsprinzip in zwei Dimensionen, 
Lagedetektion nur in Stromungsrichtung notwendig), einen Ausstrich 
Oder Stempelverfahren (analog Blutausstrich) Oder ein Ausrollen der 
SMART Beads erfolgen. 

Durch dieses MeSprinzip entsteht der Array jedesmal neu und in 
undefinierter raumlicher Anordnung auf der Oberflachedes Detektors. 
Die Identitat der einzelnen Bindungsstellen wird durch den 
Bead-immanenten Code bestimmt und nicht durch eine vorgegebene 
Lokalisatlon auf einem Chip. 



.5 Parallele und dynamische Detektion 



Ein weiteres Potential der Nutzung von flachigen CCD-Chips zur 
Detektion (kein Scannvorgang) von Mikropartikeln (SMART Beads) ist 
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die Moglichkeit, gleichzeitig das "Effizienssteigerungspotential" einer 
dynamischen Detektion von bewegten SMART Beads zu nutzen. 
Damit werden die Potentlale von Geschwindigkeit und Parallelitat in 
einem System vereinigt, was keines der drei beschriebenen 
bekannten Systeme ermogllcht. 

Die dynamische (bewegte) Prasentation der SMART Beads am 
CCD-Chip Detektor erfolgt hierbel zum Beispiel in einer Vieizahl an 
Fluidkompartements oder Subraumen, die vorzugsweise ais parallele 
Kanale, z.B. als Kapillaren ausgebildet sind. 

5.6 Direktdetektion ohne optisch vergrofJernde Elemente 

Die bevorzugte direkte Detektion der Durchlichtsignale (ohne Optik 
zwischen dem SMART Bead-TrSger und dem Detektor, vorzugsweise 
einen CCD-Bildaufnehmer) hat den Vorteil einer wesentlich 
niedrigeren Energiemenge, welche das LIcht fur eine fehlerfreie 
Detektion benotigt. Optische Elemente zwischen CCD-Bildwandler 
und SMART Bead-Trager wurden Licht absorbieren und somit die 
Empfindlichkeit der MeKeinrichtung reduzieren. Durch die geringere 
Lichtintensitat werden unerwunschte Streulichteffekte, ebenso wie 
eine eventuelle notwendige Kuhlung der verwendeten Lichtquelle, 
stark reduziert. AuHerdem bedeutet der Wegfall einer Optik auch ein 
groSe Ratzersparnis sowie eine Verringerung der Herstellkosten fur 
die Detektionseinheit. 



5.7 Identifikation und Nachweisverfahren "in one" 



Die Verwendung moderner, hochparalleler CCD-Chips eroffnet die 
Moglichkeit, zusammen mit der Identifikation der SMART Beads nach 
Ktasse und Lage im Array in einer Messung die jeweilige 
Nachweisreaktion zu detektieren. 
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Die Signaldetektion beruht hier auf der Kolokalisation eines spektral 
(farbig) markierten SMART Beads und eines durch Analytbindung 
generierten Signals. Damit kann zusatzlich zur Signaldetektion auch 
der unspezifische Hintergrund minimiert werden. Somit ist die 
Detektion eines Lichtintensitatsunterschiedes Oder einer 
Farbanderung aufgrund der erfolgten Reaktion auf der Oberflache 
eines SMART Beads moglich. Naturlich mud eine eindeutige 
Unterscheidbarbarkeit trotzdem erhaiten bleiben. So konnten sich die 
SMART Beads ohne Reaktion auf ihrer Oberflache jeweils um 1 0 von 
der2eit4096 Intensitatsstufen in einem Farbkanal unterscheiden und 
die SMART Beads, welche ihren Btndungspartner gefunden haben, 
liegen durch die biochemische Reaktion um 2-3 Intensitatsstufen 
unter- oder oberhalb. 



Disposable Chips - Keine Verschieppungen 

Alle fur das erfindungsgemalSe System denkbaren Verfahren zur 
pianaren Prasentation der SMART Beads zur direkten Detektion mit 
einem CCD-Chip konnen mit Ausnahme des Mikropartlkelspottings, 
einfach als Disposable Verfahren (Tragerchip als Einwegartikel) 
ausgefuhrt werden. 2war werden auch photolithograhisch 
hergestellte DNA-Chips als Wegwerfartikel angeboten, hier spricht 
jedoch der aufgrund der aufwendigen Herstellung der Chips sehr 
hohe Preis gegen das Wegwerfen nach nur einer Messung. 

Flexibilitat der Anwendung und Breite der Anwendungsfelder 

Die Breite der Anwendung relcht von der Suche nach einem seltenen 
Bestandteil einer Probe, der Suche nach der "Nadel im Heuhaufen" 
mit, im Extremfall, nur einer einzigen SMART Bead Klasse (eine 
Farbkodierung), bis zum Ultra High Throughput Screening - UHTS - 
mit immer nur je einem einzigen SMART Bead einer Klasse. Damit 
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werden alle bekannten und derzeit absehbaren An wendungen von der 
"klassischen" Immunologie" bis zur modernen, zukunftsweisenden 
DNA-Analytik mit dem erfindungsgemaBen System ermoglicht. 

Und wenn man mit dem Ergebnis einer Mecsung nicht zufrieden war, 
Oder noch, durch die erste Messung aufgedeckter, spezifischer 
Klarungsbedarf besteht, so werden einfach noch zusatzliche SMART 
Beads zugeben und detektiert, was dem System ebenfalls einen 
enormen Flexibilitatsvorteil gegenuber bekannten GenChips 
verschafft. 

Oberblick uber einige bevorzugte Aspekte der Erflndung 
Individuelie Kodierung der SMART Beads 

Zur Farbkodierung kommen verschiedene Verfahren in Frage, z.B. 
eine lichtdurchlassige Farbung des Materials (z.B. Glas, Polysaccharid 
Oder Kunststoff), aus wefchem die SMART Beads (Mikropartikel) 
hergestelit werden, eine lichtdurchlassige Farbung der Oberflache der 
SMART Beads und Inkubation der Beads mit geeigneten Farbstoffen, 
eine Einbettung von Fluoreszenzfarbstoffen (bzw. Markern) In die 
SMART Beads, eine Einbettung von Absorptionsfarbstoffen in die 
SMART Beads oder die chemische Beschichtung der 
Partikeloberflache mit einem Lumineszenzmarker. 

Auch weitere Ordnungsprinzipien wie die Form oder GroRe der 
Partikel oder elektromagnetische Eigenschaften sowie weitere 
Materialelgenschaften (magnetisch, nicht magnetisch) sind als 
Erganzung denkbar. 
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6.2.1 Analyten 

Das erfindungsgemalSe Verfahren ist zur Bestimmung beliebiger 
Analyten geeignet. Als Beispiele zu nennen sind Nukleinsauren (DNA, 
RNA, in Spezialfallen auch PNA). Proteine, Polypeptide und Peptide 
In alien Erscheinungsformen, z.B. Hormone, Wachstumsfaktoren, 
Enzyme, Tumorantigene, Serumfaktoren, Antikorper, Carbohydrate 
in verschiedener Kombination, z.B. verschledene Zucker in 
Lebensmitteln oder Agrarpflanzen, funktionelle Zucker, Polymere, 
Lipide, z.B. Steroide, 'second messenger', Membranlipide, 
Cholesterol, oder andere organische Molekule, z.B. 'drugs of abuse', 
Pharmaka, Metabolite, Aminosauren, Transmitter, Pestizide, 
Insektizide, Lacke, verschiedene Toxine etc. Weiterhin konnen auch 
Zellen, subzellulare Partikel oder virale Partikel bestimmt werden. 

6.2.2 Varianten des Immobiliserten Interaktionspartners 

Die Bindung des Analyten an die Mikropartikel erfolgt uber eine 
spezifische Bindung mit einem immobiiisierten Interaktionspartner. 
Wahrend einer einzigen Bestimmung erfolg bei Verwendung mehrerer 
Klassen von Mikropartikein die Bindung von verschiedenen Analyten 
an ihre jeweiligen Interaktionspartner. Das Verfahren eriaubt die 
Verwendung unterschiedlicherTypen von Analytbindungsreaktionen, 
z.B. eine Hybridisierung von komplementaren Nukleinsauren, wobei 
iangere Molekule wiecDNA, synthetische Oligonukieotide, PNA, RNA 
als Interaktionspartner eingesetzt werden konnen. Der Analyt kann 
auch durch ein Rezeptor-Ligand- oder Antikorper-Antigen-Reaktionen 
bestimmt werden, wobei z.B. naturliche Antlkdrper, rekombinante 
Antikorper und deren Untereinheiten, Antigene, allgemein Proteine 
und Polypeptide von tnteresse als immobilisierter Interaktionspartner 
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eingesetzt werden. Auch Peptide z.B. synthetische Peptide, 
natiirliche Peptide, konnen als immobilisierter Interaktionspartner 
verwendet werden. Desweiteren konnen Produkte der 
kombinatorischen Chemie direkt auf den Beads synthetisiert werden. 

6.2.3 Varianten zur Signalerzeugung 

Zwei Prinziplen zur Signalerzeugung werden vorrangig eingesetzt: die 
direkte Detektion eines vorher oder in der Reaktion markierten 
Analyten und die indirekte Detektion durch Kompetition des Analyten 
mit einem markierten Standard derseiben Substanz. Die erste 
Variante ist fur einige Anwendungen gut etabliert, fur die Diagnostik 
z.B. von Serumkomponenten aber eher schlecht geeignet. Die zweite 
Variante ist fur diese Anwendungen daher vorzuziehen, ausserdem 
erlaubt sie prinztpiell eine einfacliere Probenvorbereitung durch den 
Anwender. 

Die direkte Detektion kann durch Markierung der Analyten mit einem 
Fuoreszenzfarbstoff, einem Reporterenzym und anschliessende 
Reaktion (z.B. Chemo- und Biolumineszenz) durch selektive 
Markierung des gebundenen Analyten, z.B. bei Nukleinsauren durch 
interkalierende (Fluoreszenz-) Farbstoffe, Doppelstrang bindende 
Proteine oder Antikorper erfolgen. 

Eine sekundare Detektion ist durch Detektion des gebundenen 
Analyten mit einer zweiten Komponente, z.B. bei PNA-DNA Hybriden 
durch DMA spezifische Antikorper moglich. 

Als markierte Standards furkompetitive Nachweisreaktionen konnen 
Farbstoff-, Fluoreszenz- oder Enzym-gekoppelte {z.B. Chemo- und 
Biolumineszenz mit alkalischer Phosphatase, Peroxidase etc) 
Analytmolekule eingesetzt werden. Proteinstandards konnen als 
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Fusionsprotein mit Reporterenzym (siehe oben) oder 
autofiuoreszierendem Protein (z.B. GFP), z.B, fur rekombinante 
Antikorper, Protein-Hormone, Wachstunnsfaktoren etc. hergestellt 
werden. 

6.3 Presentation der Beads zur Detektion 

Fur die Prasentation der SMART Beads fur die optische Detektion mit 
einem CCD-Chip sind insbesondere die folgenden Ausfuhrungs- 
varianten vorgesehen: 

* Zweidimensionaler (planarer) kapillarer Spalt {siehe Neubauer- 
Kammer Oder Thoma-Kammer): 

Ggf. reichen die Kapillarkrafte zur Befullung des Spaltes aus, 
ansonsten mussen die SMART Beads mit Oberdruck an der 
Spalteintrittsseite und/oder Unterdruck an der Spaltaustrittsseite in 
den Spalt befordert werden. Desweiteren konnen die Kapillarkrafte, 
welche theoretisch bis zu 40 g erreichen konnen, auch durch ein 
entsprechend saugfahiges Material (Vlies) an der Spaltaustrittsseite 
verstarkt werden. Als Material fur den Trager mit 2D Kapillare sind 
z.B. Glas Oder Kunststoff moglich, wobei Trager mit Kapillare vor 
allem bei einer SpritzguSversion kostengunstig als Disposable 
(Einwegartikel) ausgefuhrt werden kann. 

* Parallele Kapillaren in einem Glas- oder Kunststoffchip. Hier gelten 
ansonsten die identischen Rahmenbedingungen wie fur den kapillaren 
Spalt, wobei diese Variante besonders fur eine Messung von 
bewegten SMART Beads geeignet ist. 

* Ausstrich oder Stempelverfahren basierend auf den Verfahren, 
welche fur Blutausstriche verwendet werden. 
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* Spotten auf Trager, z.B. Glas- oder Kunststoffplattchen (auch 
Durchlichtmessung moglich), fortbewegtes Band aus geeignetem 
Material, Folie uber Trager etc. 

Das notwendige "Single Microparticle Handling" ist auch fur die 
Sortiervorgange bei der Zusammenstellung der einzelnen SMART 
Bead Kits einsetzbar. 

6.4 Anregungs- und Detektionseinhelt 

Die Auslesung der Informationen aus einem SMART Bead Array soil 
gunstigerweise in einer kombinierten Anregungs- und 
Detektionseinheit erfolgen, wobei als preferiertes System eine 
Anordnung der Anregungslichtquelle direkt uber dem SMART Bead 
Array und des CCD-Chips direkt unter (bzw. umgekehrt) dem Array 
angeordnet wird (Sandwichbauweise). Durch diese moglichst 
kompakte Bauweise werden die Lichtlaufwege und damit auch die 
benotigte LichtintensitSt, ebenso wie Oberlagerungseffekte 
benachbarter SMART Beads, minimiert. Auf die Verwendung einer 
aufwendigen, platzintensiven, lichtschluckenden und teuren Optik soli 
sowohl auf der Anregungs-, als auch auf der Detektionsseite 
vorzugsweise verzichtet werden. 

Ein weitere Variante ist eine vertikale Ausrichtung des Chips, so daB 
auch Gravitationskrafte fur die Be- und Entladung des Chips mit den 
SMART Beads genutzt werden konnen. 

6.4.1 Anregungslichtquelle 

Als Lichtquelten kommen je nach Farbkodierung der SMART Beads 
(Absorption oder Fluoreszenz etc.) und der gewahlten 
Nachweismethode (Fluoreszenz oder Lumineszenz etc.) fur zum 
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Beispiel eine Ana!ytbindung, hochparalleles Licht aus einer Lampe 
(WeilSes Licht), hochparalleies Licht aus einer Blitzrohre, 
hochparalleles monochromatisches Licht, ein monochromatischer 
Laserlichtstrich (lokale Anregung entspricht dam Scannerprinzip und 
nutzt damit nicht mehr die Parallelitat der CCD-Kamera), oder ein 
nnonochromatischer Laserstrah! (lokale Anregung entspricht dem 
Scannerprinzip und nutzt damit nicht nr^ehr die Parallelitat der 
CCD-Kamera) in Frage. 



Dabei kann sich entsprechendes optisches Gitter, und/oder eine 
entsprechende Optik zwischen Anregungslichtquelle und SMART 
Bead-Chip befinden. 



6.4.2 CCD-Kamera Detektion 



Die Detektionseinheit umfaBt einen CCD-Chip. Diese haben aktuell 
auf einer Flache von ca. 25 x 37 mm etwa 2000 x 3000 Farbpixel, 
was 6 Mio. Farbpixein Oder 18 Mio. Einzelpixein (RGB-Prinzip durch 
miniaturisierte Farbfilter vor den Pixein) entspricht (FIrma Cannon). 
Ordnet man auf einer solchen Flache von 25 x 37 mm Mikropartikel 
(SMART Beads) mit einem Durchmesser von 60 /;m zur 
Direktdetektion an, so erhalt man min. 200.000 Mikropartikel 
(SMART Beads). Jeder Mikropartikel uberdeckt dabei ca. 40 
quadratische Farbpixel mit 9 bis 10 jym Kantenlange. Damit erhalt 
man 40 Farb- oder 120 Schwarzweid-Signale pro SMART Bead mit 
einer digitalen Lichtintensitatsabstufung von 4096 diskreten 
Helligkeitsstufen je Schwa rzweilS- Pixel. Somit ist auf jeden Fall eine 
ausreichende Menge an Daten fur eine statistische Signalverifizierung 
vorhanden. 



Die Grenze der maximal synchron detektierbaren, unterschiedlich 
farbkodierten SMART Beads liegt in der Moglichkeit der spezifischen 
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Kodierbarkeit (chemisches Limit der reproduzierbaren Farberzeugung) 
der SMART Beads sowie in der Moglichkeit der optischen Erfassung 
der Farbunterschiede mit einem CCD-Chip. Teilt man 256 
Intensitatsstufen je Farbe (RGB) in 10 Stufen ein, so erhalt man 25^ 
= 1 5.625 mogliche Farben, welche detektiert werden konnen. Baut 
man die Anzahl der Farbklassen durch weitere Farbfilter aus, so laSt 
sich die Zahl der detektierbaren Farben weiter erhohen. Mit vierfach 
Farbfiltern (z.B. RGB und Magenta) vor dem oben beschriebenen 
CCD-Chip lieRen sich theoretisch 25 * 25* = 390.625 Farben 
erkennen. Naturlich nur noch mit ca. 30 vierfach Farbpixeln. 
Aufgrund der grofien Fortschritte in der CCD Technoiogie 1st mit den 
aufgefuhrten Zahlen nur der aktuelle Stand derTechnik beschrieben. 
Erste Prototypen haben bereits auf der gleichen Flache 81 Mio. Pixel. 
Damit ergibt sich auch fur die beschriebene Applikation der CCD-Chip 
Technoiogie ein grolSes Wachstumspotential und die paralleie 
Detektion von 1 0® individuellen SMART Beads ist technisch machbar. 

Gegebenenfalls kann sich entsprechendes optisches Gitter, und/oder 
eine entsprechende Optik zwischen SMART Bead-Array und 
CCD-Kamera Chip befinden. 



6.4.3 Paralleie Inspektionseinheit 



Ein besonders interessanter Aspekt im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ist die Verwendung einer "parallelen Inspektionseinheit". 

Hierbei handelt es sich urn eine Lichtemissions-Detektionseinrichtung 
mit einer steuerbaren Lichtquellenmatrix, die z.B. eine 
Reflektormatrix, eine LIchtventilmatrix (z.B. LCD) oder 
selbstleuchtende Belichtungsmatrix sein kann, und einer der 
Lichtquellenmatrix zugewandt-gegenuberliegenden Lichtsensormatrix, 
namlich dem CCD-Bildaufnehmer, wobei der Trager mit den darauf 
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bzw. darin befindlichen SMART-Beads zwischen der 
Lichtquellenmatrix und dem CCD-Sensor anzuordnen ist. 

Eine Starke dieser Inspektionseinheit sind die f lexiblen Moglichkeiten, 
welche sich aus der Kombination von (drtlich oder/und zeitlich) 
gezielter Anregung und gezielter Detektion in Verbindung mit 
modernen Hochleistungsrechnern fur die Ansteuerung und die 
Signalauswertung ergeben. Damit wird gerade fur optische Nachweis- 
und Detektionsverfahren eine neue Technologieplattform geschaffen, 
Durch das "Durchtunen" oder "Abrastern" der einzelnen Lichtpunkte 
bzw. Lichtpunktzeilen im Zusammenspiel mit der CCD-Detektion und 
geeigneten Algorithmen zur Signalauswertung sind kleinste 
Veranderungen in den einzelnen MeHpunkten im "LCD-CCD- 
Lichtgitter" (Inspektionseinheit) moglich.lmBereichderDNA-Analytik 
ist im Rahmen der Erfindung die direkte Detektion einer 
Hybridisierung auf einen MeBplatz denkbar. Die LCD-Einheit als 
zweidimensionale Lichtquellenmatrix kann sowohl als Lichtquelle fur 
Absorptionsmessungen zur jeweiligen Ortsbestimmung als auch zur 
Fluoreszenzanregung bei der Analytbestimmung (ggf. mit anderer 
Hintergrundbeleuchtungl herangezogen werden. 



7. Anmerkungen 



Gegebenenfalls selbstandige Bedeutung kommt folgenden Varianten 
bzw. Abanderungen des Verfahrens nach der Erfindung zu: 

Das Verfahren nach Anspruch 1 kann in folgender Weise abgeandert 
werden: Der Schritt des Aufbringens der Mikropartikel auf einen 
TrSger gemSS Merkmal b) kann vor dem Schritt a) des 
inkontaktbringens der Probe mit einer Vielzahl von Spezies von 
Mikropartikein erfolgen. Bei der vorstehend genannten Variante des 
Verfahrens wird als Trager ein planarer Trager bzw. ein Chip, 
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vorzugsweise mit Kapillarspalt, verwendet, wobei ein solcher flacher 
(ggf . hohier) Piattentrager unmittelbar mit dem CCD-Bildaufnehmer 
gekoppelt werden sollte, urn eine unvergrolSert-bildweise Detektion 
des Geschehens bei dem Inkontaktbringen der Mikropartikel mit der 
Probe durchfuhren zu konnen. 

Gegebenenfalls selbstandige Bedeutung kommt auch dem Aspekt der 
Detektion bzw. Observation der SMART-Beads mittels CCD- 
Bildaufnehmern bei einem sich bewegenden Ensemble von SMART- 
Beads zu, wobei fur derartige dynamische Messungen insbesondere 
Trager mit Kapillaren in Frage kommen. 

8. Exempiarische Ausfuhrungsformen 

8.1 Gefarbte Mikropartikel 

Partlkel von Chromatographimatriczes, z.B. DEAEI-Sepharose, 
Sephacryl, Sephadex oder Sephacel, wurden durch 5 min Inkubatron 
mit den Farbstoffen Eosinrot, Evansblau und Lichtgrun angefarbt. 
Dabei wurden eingefarbte Beads erhalten, die im Durchlichtverfahren 
eindeutig klassifiziert werden konnten. 

8.2 Lichtquellen 

Als Lichtquellen geeignet haben sich Xenon- und Halogenlampen, 
sowie Kaltlichtquellen erwiesen, 

Durch Einbau einer Optik zwischen Lichtquelle und Trager konnte die 
Parallelitat des auf den Trager auftreffenden Lichts verbessert 
werden. Geeignete Optiken waren beispielsweise eine 80 bis 200 nm 
Teleoptik (Photoobjektiv Tokina), eine achromatische Teleoptik 
(Teleobjektiv 300 mm Achromat) oder ein Kollimetor (Melis-Criot). 
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Weiterhin wurde die LCD-Matrix LCX017AL (Sony) mit einer 
Chipflache von 60 mnn= (Diagonale 46 mm, Seitenverhaltnis 5:4), 
einer Pixelzahl von 786 432 (entsprechend einer Pixelflache von 830 
//m^) erfolgreich getestet. 

8.4 CCD-Chip 

Es wurde der CCD-Chip iCX085AK (Sony) mit einer Diagonale von 
16, 933 mm, einem Seitenverhaltnis 5:4 (10,57 mm x 8,5 mm) und 
einer Anzahl effektiver Pixel von 1300 x 3030 (berechnete 
Pixelflache 7,97 //m^) erfolgreich getestet. 

Die Erfindung wird anhand eines Beispiels nachstehend unter Bezugnahme 
auf die Figuren naher eriautert. 

Fig . 1 zeigt ein Schaubild zur Eriauterung einer Ausfuhrungsform des 



Verfahrens nach der Erfindung. 



Fig. 2 



zeigt in einer vereinfachten perspektivischen Darstellung eine 
Detektionseinheit aus CCD-Bildaufnehmer und MeSsubstanz- 
trager. 



Fig. 3 



zeigt eine Draufsicht auf den Melisubstanztrager nach Fig. 2. 



Fig. 4 



zeigt einen Schnitt durch den MeBsubstanztrager langs der ii 
Fig. 3 bei IV-IV angedeuteten Schnittebene. 



Fig. 5 



zeigt schematisch eine Inspektionseinheit aus LCD-Matrix 
(Flussigkristallanzeigenmatrix), Tragerchip gemali Fig. 2 und 
CCD-Matrix in einer Sandwichanordnung. 
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GemaR Fig. 1 wird in einem Schritt A das Probenmaterial 1 mit den 
praparierten Mikropartikeln (SMART Beads) in einer Mischvorrlchtung 5 
vermischt. Das hierzu eingebrachte Ensemble von Mikropartikeln 3 umfaBt 
eine Vielzahl unterschiedlich eingefarbter, transparenter Mikropartikel 3, 
wobei Mikropartikel 3 gieicher Einfarbung zu einer Spezies gehoren, die die 
gleichen an den Mikropartikeln 3 immobilisierten Fangermolekule (z.B. 
Oligonukleotide) aufweist. Das Vorhandensein der in der Probe befindlichen 
Zielanalyten wird durch Verwendung analytspezifischer markierter 
Nachweisreagenzien in loslicher Form, mit deren Hilfe eine Bindung der 
Zielanalyten an die Beads erfaSt werden kann, nachgewiesen, 

Wahrend des Schrittes A konnen sich dann unter Hydridisierungs- 
bedingungen die jeweils passenden Zielanalytmolekule an die 
Fangermolekule auf der Oberflache der betreffenden Mikropartikel (SMART 
Beads) aniagern. 

GemaS Fig. 1 kann dem Vermischungsschritt A ein Amplifikationsschritt 
(z.B. PCR-Amplifikation etc.) folgen. 

Die MeSsubstanz aus den mit der Probe 1 in Kontakt gebrachten 
Mikropartikeln 3 wird auf einem Mefisubstanztrager 7 in eine planare 
Anordnung mit willkOrlicher Verteilung der R^ikropartikel 3 gebracht. Der 
MeBsubstanztrager 7 kann im einfachsten Fall eine Glasplatte Oder 
transparente Kunststoffpiatte sein, auf die die Mikropartikel-MeSsubstanz 
3 z.B. ausgestrichen, ausgerollt oder ggf. gestempelt wird. 

Gemali dem Schritt C in Fig. 1 erfolgt in einem ersten MelSdurchgang eine 
bildweise Absorptionsmessung des auf dem MeSsubstanztrager 7 
angeordneten Ensembles aus Mikropartikeln 3, wobei als 
Bifderfassungssensor ein CCD-Bildaufnehmer 9 verwendet wird. Im 
gezeigten Beispiel befindet sich der MeSsubstanztrager 7 zwischen dem 
CCD-Bildaufnehmer und einer spektral breitbandig emittierenden Lichtquelle 
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1 1 , die in Fig . 1 mit einem Gluhlampensymfaol angedeutet ist . Vorzugs weise 
wird bei der Absorptionsmessung gemafS Schritt C eine Durchleuchtung des 
MefSsubstanztragers 7 und der darauf vorgesehenen MeBsubstanzschicht 
mit parallelem Licht der Lichtquelle 11 vorgenommen. Der CCD- 
Bildaufnehmer 9 erfaBt dabei ein Bild des Ensembles von Mikropartlkein 3 
auf dem MelSsubstanztrager 7, wobei eine Datenverarbeitungs- und - 
steuereinrichtung 1 3 die Bilddaten des CCD-Biidaufnehmers auswertet, urn 
abzuspeichern, an welchen Bildpunktorten des CCD-Bildaufnehmers 9 
welche Mikropartikel 3 bestimmter Farbung registriert wurden. 

Wie in Fig. 1 angedeutet ist die Gr6/3e der Mikropartikel 3 so gew§hlt, dalS 
jedes Mikropartikel 3 mehrere Pixel (Bildpunktsensoren) 15 des CCD- 
Bildaufnehmers 9 in der Draufsichtprojektion uberdeckt. 

Nachdem im Schritt C die verschiedenen Mikropartlkel-Spezies in Zuordnung 
zu ihrer Lage in dem aufgenommenen Bild identifiziert worden sind, erfolgt 
im Schritt D die Detektion der Nachweisreaktion. Im Beispielsfall erfolgt der 
Reaktionsnachweis durch Fluoreszenzsignale, welche von Mikropartikein 3 
ausgehen, an den sich analytspezifische Nachweisreagenzien angelagert 
haben. Als Fluoreszenzanregungslichtquelle dient eine UV-Lichtquelle 17, 
die in Fig. 1 durch ein Gluhlampensymbol dargestellt ist und die paralleles 
Licht abgibt. Die Fluoreszenzstrahlung wird mittels dem Bildaufnehmer 9 in 
Zuordnung zur Lage der jeweiligen fluoreszierenden Mikropartikel 3 
registriert. Das Datenverarbeitungssystem kann dann aus den Ergebnissen 
der Schritte C und D ermittein, zu welcher Spezies von Mikropartikein 3 das 
bzw, die Mikropartikel 3 gehoren, welche ein betreffendes Fluoreszenzsignal 
abgegeben haben. Da so Identifizierte Mikropartikel 3 bzw. die daran 
immobilisierten Fangermolekule nur mit einem bestimmten Zielanalyten aus 
der Probe reagiert haben konnen, steht somit fest, daB der Zielanalyt in der 
Probe vorhanden war. 
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Fig. 2 zeigt einen Melisubstanztrager-Chip 7a in der MeRanordnung an 
einem CCD-Bildaufnehmer 9. Der MeSsubstanztrager-Chip 7a (auch als 
Fraktal SMART Chip bzw. FSC bezeichnet) ist ferner in Fig. 3 in Draufsicht 
dargestellt. Der Chip 7a waist einen scheibenformigen kapillaren Spalt oder 
Hohlraum 1 9 auf, der unten und oben in der Darstellung gem§(5 Fig. 2 durch 
transparente Plattenabschnitte 21, 23 begrenzt ist. Die Spalthohe h (vgl. 
Fig. 4) ist so gewahit, daB sie grower ist als der mittlere Durchnnesser D der 
Mikropartikel 3 und kieiner ist als der doppeite Durchmesser {2 D) der 
Mikropartikel 3, so daS jeweils nur eine Schicht nebeneinander liegender 
Mikropartikel 3 zwischen den Plattenabschnitten 21 , 23 in dam Kapillarspalt 
1 9 Platz hat. 

Der MeSsubstanztrager-Chip 7a weist an seinem rechten Ende gemaS Fig. 
3 und 4 eine Probeneingabe 25 fur die Zufuhrung der MeBsubstanz 
(Mikropartikel 3 nach Vermischen mit der Probe) auf . Die Probeneingabe 25 
steht mit dem Kapillarspalt 19 in Verbindung. Wie aus Fig. 3 zu ersehen, 
erstreckt sich der Kapillarspalt 1 9 flachenhaft uber einen Detektionsbereich 
27, der gemali Fig. 2 mit dem bei 29 angedeuteten aktiven Biiderfassungs- 
feld des CCD-Bildaufnehmers 9 fluchtet, wenn Bildaufnehmer 9 und 
Tragerchip 7a zu der in Fig. 2 gezeigten Detektionseinheit zusammengefugt 
sind. 

An der in den Fig. 2 und 3 links liegenden Austrittsseite des Kapillarspaltes 
1 9 ist Im gezeigten Beispiel ein saugfahiges Material 30 in einer Kammer 
des Chip 7a vorgesehen, welches die Kapillarkrafte zur Befullung des 
Spaltes 19 mit MeBsubstanz durch seine Saugwirkung verstarkt. Der 
Melisubstanztrager 7a ist vorzugsweise aus Kunststoff in SpritzguRversion 
gefertigt, so da(i er kostengiinstig als Einwegartikel (Disposable) verwendet 
werden kann. 

Nachzutragen ist noch, dafi die Grode des Detektionsbereichs 27 des Chip 
7a im wesentlichen der GrSfie des aktiven Bilderfassungsfeldes 29 des 
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CCD-Sensors entspricht. Bei einer Ausfuhrungsform hat der Detektions- 
bereich die Abmessungen 2,5 cm x 3,7 cm. 



Fig. 5 zeigtschematisch die Anordnung nach Fig. 2 mit einer LCD-Matrix 35 
als zweidimensionale MeB- bzw. Anregungslichtquelte, deren Lichtquellen- 
elemente gezielt nach Intensitat und Farbe des Lichtes orts- und 
zeitabhangig gesteuert werden konnen, wobei die betreffende 
Steuereinrichtung gemeinsame Steuereinrichtung fur die LCD-Matrix und die 
CCD-Matrix ist. 
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Anspruche 

1 . Verfahren zur Bestimmung einer Vielzahl von Analyten in einer Probe 
umfassend die Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der Probe mit 

(i) einer Vielzahl von Spezies von Mikropartikein <3), wobei 
jede Spezies zum Nachweis von bestinnmten Analyten geeignet 
ist und eine bestimmte, von anderen Spezies optisch unter- 
scheidbare Codierung aufweist, und 

(ii) einer Vielzahl von loslichen analytspezlflschen Nach- 
weisreagenzien, die eine signalgebende Gruppe tragen oder mit 
einer signalgebenden Gruppe bindefahig sind, 

(b) anschliefJendes Aufbringen der Mikropartikel (3) auf einen 
Trager (7; 7a} und mindestens 

(c) Bestimmen der Analyten durch optisches Erfassen der Codie- 
rung und der Menge, des Vorhandenseins oder/und der Ab- 
wesenhait der signalgebenden Gruppen auf mindestens einer 
Spezies von individuellen Mikropartikein (3) auf dem Trager (7; 
7a). 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzetchnet, dali die Analyten ausgewahit werden aus 
Zellen, subzellularen Partikein, Nukleinsauren, Polypeptiden, Peptiden, 
Glykoproteinen, Lipoproteinen, Mono-, Oligo- und Polysacchariden, 
Lipiden, Metaboliten, Hormonen, Mediatorsubstanzen, Neurotrans- 
mittern, Pestiziden, Insektiziden, toxischen Substanzen, pharmazeu- 
tisch wirksamen Substanzen und Kombinationen davon. 
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3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, dalS man als Probe eine biologische Probe 
ausgewahit aus Kdrperfliissigkeiten wie Serum, Blut, Plasma, Urin, 
Lymphe, Cerebrospinalflussigkeit, Sperma, Speichel und dgt., Gewe- 
ben, Gewebeextrakten, Zellen, Zellextrakten, pflanzlichen Proben, 
Umweltproben und Fakalienproben verwendet. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 3, 

dadurch gekennzeichnet, dalJ man Mikropartikel (3) ausgewahit aus 
organischen Partikein wie organischen Polymerlatices, oder 
Polysaccharidpartikeln, anorganischen Partikein wie Magnetpartikein 
und Glaspartikein, und organisch-anorganischen Verbundpartikefn 
verwendet. 



5. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daS optisch transparente oder optisch 
nichttransparente Mikropartikel (3) verwendet werden. 

6. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzelchnet, daR man eine Anzahl von bis zu 10® 
Spezies von Mikropartikein (3) verwendet. 

7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daS jede Spezies von Mikropartikein (3) auf 
ihrer Oberf (ache mindestens einen immobilisierten, unterschiedlichen, 
analytspezifischen Rezeptor enthalt. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, daSdie immobilisierten, analytspezifischen 
Rezeptoren ausgewahit werden aus Nukleinsauren wie DNA und 
RNA, Nukleinsaureanaloga wie peptidischen Nukleinsauren (PNA), 
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Antikorpern, Antikorperfragmenten, Antigenen, Peptiden, Haptenen 
und synthetischen Rezeptoren. 

9. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dad die Codierung der Mikropartikel (3) 
durch Farbcodierung, z.B. durch Einfarbung des Materials, Farbung 
der Oberflache oder/und Einbettung von Farbstoffen erzeugt wird. 

10. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet dafi die Bestinamung (6) auf mindestens 2 
Spezies unterschiedlicher Mikropartikel erfolgt. 

1 1 . Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daU zur Bestimmung jedes Analyten minde- 
stens ein losliches analytspezlfisches Nachweisreagenz verwendet 
wird. ausgewahit aus analytspezifischen Rezeptoren und Analytanalo- 

ga. 

1 2. Verfahren nach Anspruch 1 1 , 

dadurch gekennzelchnet, dali die loslichen analytspezifischen Nach- 
welsreagenzien ausgewahit werden aus Nukleinsauren wie DNA und 
RNA, Nukleinsaureanaloga wie peptldischen Nukleinsauren (PNA), 
Antik6rpern, Antikorperfragmenten, Antigenen, Peptiden, Haptenen 
und synthetischen Rezeptoren. 

13. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dalS die loslichen analytspezifischen Nach- 
weisreagenzien direkt mit einer signalgebenden Gruppe gekoppelt 
sind. 
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14. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1-12, 

dadurch gekennzeichnet, dafSdie loslichen analytspezifischen Nach- 
weisreagenzien eine mit einer signalgebenden Gruppe, vorzugsweise 
uber eine hochaff ine biologische Wechsel wirkung bindef ahige Gruppe 
tragen. 



15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, 

dadurch gekennzeichnet, daS man fur die Bestimmung mehrerer 
Analyten eine gleiche signaigebende Gruppe verwendet. 

1 6. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB man ais signalgebende Gruppe eine 
Lumineszenz-, Fluoreszenz-oderPhosphoreszenzgruppe, verwendet. 

1 7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dais man einen planaren Trager (7) verwendet. 

18. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dali man einen Trager (7) verwendet, der 
eine Oberfiache ausgewahit aus Kunststoffen, Glas, Halbleltermate- 
rialien und IVIetallen aufweist. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, 

dadurch gekennzeichnet, dali man ais Trager einen Chip (7a) ver- 
wendet. 



20, 



Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dalS man einen optisch transparenten Trager 

(7; 7a) verwendet. 
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21 . Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet, dali man einen Trager mit strukturierten 
Oberflachenbereichen verwendet. 



22. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dali das Aufbringen ein Aufstreichen, 
Ausrollen, Stempein Oder Spotten einer die Mikropartikel enthalten- 
den Suspension auf den Trager (7) umfaSt. 

23. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 

dadurch gekennzelchnet, daf3 das Aufbringen eine Wanderung der 
Mikropartikel auf dem Trager <7a) uber Kapiilarwirkung umfafSt. 

24. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dalS das Bestimmen an einer statischen oder 
einer dynamischen Anordnung der Mikropartikel auf dem Trager 
erfolgt. 



25. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dalSdas Bestimmen mittels hochauflosender 
Biiderfassungsmittel (9), z.B. einem CCD-Sensor, erfolgt. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, 

dadurch gekennzeichnet, dali die GroSe der Mikropartikel (3) so 
gewahlt ist, daft ein jeweiliges Mikropartikel (3) eine Flache von 
mindestens 2, vorzugsweise von mindestens 4, besonders bevorzugt 
von mindestens 9 und am meisten bevorzugt von mindestens 1 6 
einzelnen Pixein uberdeckt. 
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27. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet dafS die Mikropartikel (3) einen mittleren 
Durchmesser von mindestens 10 //m, vorzugsweise von mindestens 
20 /jm und besonders bevorzugt von 25 fjm • 80 /ym aufweisen. 

28. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 - 27 fur die 
Diagnostik klinischer Parameter, z.B. fur die Nukleinsaure-Diagnostik, 
fur die biologische Grundlagenforschung, fur die Forensik, fur die 
Lebensmittelanalytik und fur das Screening von medizinischen Pro- 
dukten. 

29. Kit, insbesondere zur Durchfuhrung des Verfahrens nach 
einem der Anspruche 1-27 umfassend: 

(a) eine Vielzahl von Spezies von Mikropartikein (3) in freier 
Form, wobei jede Spezies zum Nachweis von bestimm- 
ten Analyten geeignet ist und eine bestimmte, von 
anderen Spezies optisch unterscheidbare Codierung 
aufweist, 

(b) eine Vielzahl von ioslichen analytspezif ischen Nachweis- 
reagenzien und 

(c) einen Trager (7; 7a). 

30. Melieinrichtung zur Bestimmung einer Vielzahl von Analyten in einer 
Probe, Insbesondere nach dem Verfahren nach wenigstens einem der 
Anspruche 1 - 27, umfassend 

einen elektronischen Bilderfassungssensor (9) zur im wesentli- 
chen unvergroSert-bildweisen Detektion des optischen Verhal- 
tens eines Ensembles von mit der Probe in Kontakt 
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gebrachten, auf einen Trager (7; 7a) aufgebrachten 
Mikropartikein (3), 

Mittel (17) zur Anregung der Signalabgabe signalgebender 
Gruppen an Mikropartikein (3) in dem Ensemble von Mikro- 
partikein auf dem Trager (7; 7a), 

eine Bilddaten des elektronischen Bllderfassungssensors aus- 
wertende Datenverarbeitungseinrichtung (13) zur Bereitsteliung 
von Informationen uber das Vorhandensein bestimmter Analy- 
ten in der Probe auf der Basis des detektierten optischen 
Verhaltens des Ensembles von Mikropartikein (3). 

MelSeinrichtung nach Anspruch 30, wobei der Bilderfassungssensor 
(9) ein CCD-Bildaufnehmer ist. 

MefSeinrichtung nach Anspruch 30 oder 31, wobei die Mikropartikel 
(3) farbcodiert sind und wobei der Bilderfassungssensor (9) zur 
Erfassung von Farbunterschieden von Bildpunkten des jeweils aufge- 
nommenen Bildes eines Ensembles von Mikropartikein (3) in Zuord- 
nung zur Lage der detektierten Bildpunkte geeignet ist, um die Lage 
von Mikropartikein (3) jeweils gleicher Farbcodierung auf dem TrSger 
(7; 7a) fur die bildweise Detektion des optischen Verhaltens des 
Ensembles von Mikropartikein bestimmen zu konnen. 

MeBeinrichtung nach einem der Anspruche 30 bis 32, umfassend 
wenigstens eine Lichtquelle (1 1 ) zur Bereitsteliung von insbesondere 
spektral breitbandigem Licht zur parallelen Messung des optischen 
Absorptionsverhaltens oder Reflexionsverhaltens der einzelnen 
Individuen des Ensembles von Mikropartikein (3) mittels des 
Bilderfassungssensors (9). 

Medeinrichtung nach einem der Anspruche 30 bis 33, wobei die 
Einrichtung zur Anregung der Signalabgabe (17) wenigstens eine 
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Lichtquelle zur Fluoreszenzanregung wenigstens einer Spezies von 
Mikropartikeln (3) mit signalgebender Gruppe umfaBt und wobei der 
Bilderfassungssensor (9) zur Detektion des Fluoreszenzlichtes in 
Zuordnung zur Lage der Bildpunkte etwaig fluoreszierender Individuen 
bei der bildweisen Detektion des optischen Verhaltens des jeweiligen 
Ensembles von Mikropartikeln (3) geeignet ist, 

35. MeSeinrichtung nach einem der Anspruche 30 bis 34, wobei die 
Mikropartikel (3) hinsichtlich ihrer Fornn codiert sind und wobei die 
optische MelSeinrichtung aus Bilderfassungssensor (9) und Daten- 
verarbeitungseinrichtung(13>dazugeeignetist,dieeinzelnenSpezies 
von Mikropartikeln (3) aufgrund der unterschiedlichen Formkonturen 
im jeweils aufgenommenen Bild zu unterscheiden. 

36. MelSeinrichtung nach eInem der Anspruche 30 bis 35, wobei der 
Trager ein insbesondere planares Fenster des Bilderfassungssensors 
ist, welches das Bildaufnahmefeld des Bilderfassungssensors nach 
auRen hin uberdeckt. 



20 37. Mefieinrichtung nach einem der Anspruche 30 bis 36, wobei der 
35 "^''^Ser (7) und der Bilderfassungssensor (9) in definierten Lagen 

relativ zueinander an einem gemeinsamen Haltemittel Oder unmittel- 
bar aneinander auswechselbar fixierbar sind. 

MeSeinrichtung nach einem der Anspruche 30 bis 37, wobei der 
Trager (7a) wenigstens einen Stromungspfad fur die Mikropartikel (3) 
aufweist und wobei die MeBeinrichtung dazu eingerichtet ist, die 
bildwelse Detektion des optischen Verhaltens der Mikropartikel (3) 
wahrend der Bewegung des Ensembles von Mikropartikeln (3) langs 
des Stromungspfades durchzufuhren. 
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39. Trager zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 
1 bis 27, insbesondere fur ©ine MeSeinrichtung nach einem der 
Anspruche 30 bis 38, wobei der Trager (7a) einen Hohlraum (19), 
insbesondere flachig ausgedehnten Kapillarspalt zur Aufnahme des 
Ensembles von Mikropartikein (3) zwischen zwei mit ihren Flachseiten 
einander gegenuberliegenden Flatten (21, 23) aufweist, von denen 
wenigstens eine transparent ist, 

40. Trager nach Anspruch 39, wobei der Abstand zwischen den beiden 
Flatten so gewahit ist, daS in den Hohlraum (19) jeweils nur eine 
Schicht von nebeneinander liegenden Mikropartikein palSt. 

41 . Trager nach Anspruch 39 oder 40, wobei der Abstand zwischen den 
Flatten (21; 23) wahlweise einstellbar ist. 

42. Trager zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 
1 bis 27, insbesondere fur eine MelSeinrichtung nach einem der 
Anspruche 1 bis 38, wobei der Trager eine Vielzahl insbesondere 
parallel zueinander verlaufender Kapillarkanale aufweist und 
zumindest im Bereich der Kapillarkanale cptisch transparent ist. 
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